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RESUMEN

La investigacién tuvo como objetivo determinar la
prevalencia de Neospora caninum vy del virus de la
diarreaviralbovina(DVB)enbovinosdeunafincacon
problemas reproductivos, en el municipio de Sopd
(Cundinamarca), y su relacién con la presentacién
de abortos. Se tomaron muestras de suero sanguineo
de 397 animales de alta produccion lechera y con
antecedentes reproductivos, seleccionados al azar.
Se utilizo la inmunofluoresencia indirecta para la
N. caninum, y seroneutralizacion para DVB, y los
procedimientos se realizaron en el Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas de la Universidad
de Parma (ltalia). Se encontré una prevalencia de
10.37% para DVB con respecto a 21.26% para
N. caninum, y estadisticamente no hubo relacién
directa con respecto a los problemas reproductivos.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se reportd
mayor presencia significativa de N. caninum con
relacion a la de DVB en el hato lechero objeto de
estudio.
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ABSTRACT

The research objective was to determine the
Neospora caninum and the bovine viral diarrhea
virus prevalence in a cattle farm, with reproductive
problems in the Bogotd Sabana region, and their
relation to the abortions incidence. Blood serum
samples were taken from 397 high milk production
animals, with randomly selected reproductive
history. These animals were located in the Sopd
muncipality (Cundinamarca Departament). The
indirect immunofluorescence was used for N.
caninum and the serum neutralization for BVD. The
procedures were performed in the Infectious Diseases
Laboratory at the Parma University (Italy). The study
showed a 10.37% prevalence for BVD and 21.26%
for N. caninum. Statistically there was no relationship
with respect to reproductive problems. According to
the results obtained, there was a more significant
presence of N. caninum in relation to BVD, in the
dairy herd under study.
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INTRODUCCION

Neospora caninum es un protozoario causante
de fallas reproductivas (abortos, mortalidad
neonatal y mayor nimero de dias abiertos y de
inseminaciones) en hembras bovinas; los caninos
son sus hospedadores definitivos, y eliminan
el parasito por materia fecal, contaminando las
pasturas; igualmente, se cree que hay transmision
vertical (1, 2, 3). El virus de la diarrea viral
bovina (DVB) es otro de los agentes etiolégicos
de las enfermedades reproductivas que afectan
a los bovinos (4, 5, 6); se trata de un pestivirus
que ingresa por las mucosas y se replica a nivel
epitelial, afectando el sistema respiratorio,
digestivo y reproductivo. Segtn estudios realizados
a nivel mundial con hembras bovinas, en unos
casos se encuentran bajas prevalencias de DVB,
aproximadamente del 5% (7), en otros se reportan
cercanas al 50% (8) y en algunos mds superan
el 90% (9). N. caninum se ha reportado con
prevalencias entre 2% y 40% (10, 11, 12). Las dos
enfermedades estan diagnosticadas en Colombia,
y aunque existen variaciones en las diferentes
regiones del pais, se reconocen como causas de
abortos en diferentes explotaciones ganaderas (5).

En busca de disenar los planes de control de estas y
otras enfermedades presentes en los hatos lecheros,
es necesario hacer un diagndstico sanitario de cada
predio, estudios que en algunas partes del pais se
han realizado. En el municipio de Sopo no se han
realizado trabajos para diagnosticar la presencia
de DVB y de N. caninum, a pesar de reportarse
alta incidencia de problemas reproductivos. Por lo
anterior, con este trabajo se busca determinar si la
alta incidencia de problemas reproductivos en una
finca lechera representativa de la regién se debe a
la prevalencia de N. caninum y DVB.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio. El proyecto se realiz6 en una
finca de alta produccion lechera ubicada en el
municipio de Sopé (Cundinamarca), a 2.650
msnm y con una temperatura promedio de 14 °C;
cuenta con una extensién de 150 hectareas, con
una topografia plana; maneja un sistema intensivo
de produccién de leche, y tiene sembrado pasto
kikuyo y raygrass, trigo y cebada.

Animales. La finca cuenta con un promedio de
900 hembras bovinas, entre terneras, novillas y
vacas adultas, de las razas Holstein negro vy rojo,
algunas de las cuales con antecedentes de aborto y
problemas reproductivos. Se maneja un sistema de
produccién mixto, ya que se encuentran animales
semiestabulados, estabulados y en pastoreo, segtn
el grupo etéreo y las consideraciones particulares
de produccién. Para la alimentacion de los
animales se manejan gramineas, como el kikuyo
en pastoreo y el raygrass para corte. Para el estudio
se seleccionaron al azar 397 animales: terneras
(N= 43), novillas (N= 83) y vacas adultas en
produccién y en periodo seco (269). Se incluyeron
dos toros en el muestreo.

Toma y manejo de muestras. Previa desinfeccion,
se tomaron de la vena coccigea 8-10 ml de
sangre, que posteriormente fueron pasados a
tubos tapa roja (sin anticoagulante), etiquetados
y almacenados en una cava con hielo en gel.
La informacion reproductiva de cada animal
muestreado fue registrada para el posterior andlisis.
Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm para
la obtencién del suero, que se almacend a -20 °C
hasta su envio por correo certificado, con todos los
permisos exigidos por el ICA y por el pais receptor.
Las muestras fueron recibidas en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Parma (ltalia),
donde fueron procesadas mediante las técnicas
indicadas para cada uno de los agentes, previa
verificacion de que los tubos llegaron en buenas
condiciones y de que la temperatura se mantuvo
en lo indicado (-20 °C).

Pruebas de laboratorio. El  diagndstico
de N. caninum se hizo por la técnica de
inmunofluoresencia indirecta (IFl), para lo cual
una muestra de 10 mcl de suero se colocé en cada
uno de los pozos de una lamina especifica que
contiene el antigeno. Después de haber distribuido
la muestra se puso la ldmina en la cdmara himeda,
que se incubé a 37 °C durante una hora, para
luego lavar la l[dmina sumergiéndola 30 veces en
PBS (solucidn isoténica, que ayuda a mantener la
integridad de la célula), y otras 30 veces en agua
destilada. Después del lavado, se agregd a cada
pozo el anticuerpo secundario (antiglobulina 100
mcl) y se adicioné azul de Evans, el cual sirve
para mejorar la lectura. Posteriormente se incubo
durante una hora a 37 °C en camara himeda; al
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cabo del tiempo se lavé nuevamente la lamina
con PBS (30 veces) y agua destilada (30 veces). Se
dejo secar a medioambiente y se llevo la lamina a
lectura con microscopio fluorescente (13).

El diagnéstico de DVB se hizo por medio de la
prueba de seroneutralizacion (SN), que consiste en
identificar y valorar la capacidad de los anticuerpos
séricos para neutralizar el efecto citopatico de una
cepa. Dicha prueba se realizo diluyendo los sueros
problema, el suero control positivo y control
negativo en base 2, en volimenes de 50 mcl, y
se enfrentaron a 100 dosis infectantes en cultivo
de tejido 50% (DICT, ) de la cepa viral NADL del
VDVB, también en voliimenes de 50 mcl. Luego
se incub6 durante 60 minutos a temperatura
ambiente, se adicionaron 100 mcl de células
embrionarias de pulmaén bovino de segundo pasaje
(1x10° cél/ml), en MBDK, mas 10% de suero fetal
bovino irradiado (SFB). Finalmente, las microplacas
se llevaron a incubacion en estufa de cultivo con
camara himeda a 37 °C y adicionada de un 5%
de CO,, durante 5 dias, para luego proceder a su
lectura mediante observacién microscopica.

Para la interpretacion de la prueba de SN se observo
la presencia de CP en los diferentes pocillos de
cada microplaca. Se revisaron todos los sueros y
se hizo la lectura de los pocillos correspondientes
a cada dilucién sérica (13).

Los resultados se expresaron en términos de
muestras positivas y negativas. En el caso de la
DVB se interpreto positivo cuando se obtuvieron
titulos en diluciones iguales o superiores a 126, y
negativo cuando fueron inferiores a 126. Con la
N. caninum se interpreté como positivo con titulos
iguales o mayores a 400, y como negativo cuando
estos estuvieron por debajo de dicho valor (13).

RESULTADOS Y DISCUSION

Prevalencia de DVB. Del total de animales
muestreados (397), el 10,37% (41) resultaron
positivos a DVB, siendo mayor en terneras (6/43),
seguidas por vacas (29/269) y por novillas (6/83).
Los toros resultaron negativos (Figura 1).

Proporcion de sero-positivos con DVB en cada
grupo
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Figura 1. Prevalencia de DVB segun grupo etareo

Relacion DVB con problemas reproductivos.
Mediante una tabla de 2x2 se determin6 la
relacion entre la positividad a DVB vy la repeticion
de celos, encontrando que de 10 hembras
positivas estudiadas, una presentaba repeticion de
celo, y el resto no, y de 90 hembras negativas a

la enfermedad, 10 mostraban repeticion de celo,
y el resto no. De la misma manera, se estudio la
relacion de la presencia de la enfermedad con el
reporte de abortos, encontrando que de las 10
hembras positivas a DVB ninguna tuvo aborto, y de
las 90 negativas, 88 no mostraron dicha alteracion.
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Buscando determinar si hubo diferencia entre
las prevalencias entre animales seropositivos y
seronegativos, se encontréo que existe diferencia
significativa(p=2.6802E-56;p < 0.05; chi*=249.94)
entre los individuos seronegativos (89.7%), que
son la mayoria, y los seropositivos (10.3%). Estos
resultados difieren de los encontrados por Parra,
citado por (4), donde se indica una seroprevalencia
de 89% en la Sabana de Bogota. Igualmente, se
encontré menor prevalencia en esta finca que
lo encontrado en Monteria (Colombia), donde
fue de 29.4% (14). En otros paises se encuentran
prevalencias de hasta 96%, en la IX regién de Chile,
zona eminentemente lechera (15).

El andlisis de los datos indico que dentro de la
poblacién de animales positivos a DVB (N= 41),
el 70,73% fueron vacas; el 14,63%, novillas, e
igual proporcioén, terneras; lo anterior determina
que, segun la prueba (p=2.4920E-06; p<0.05;
chi?=25.80), hubo diferencia significativa entre
unas y otras; sin embargo, este mayor porcentaje
encontrado en adultas se explica porque hay mas
individuos dentro del grupo etareo vacas que
en el de novillas o terneras. Por lo anterior, para
determinar si hay mds seropositivos en algun
grupo se realizé otra prueba Chi?, con la cual no se
encontré diferencia estadisticamente significativa
(p=0.3457; p=0.05; chi?’=2.12) entre los tres
grupos etareos, pero la mayor proporcion de
seropositivas se encontré en el grupo de terneras,
seguido por el de vacas, y la menor en novillas.

La positividad encontrada en las terneras puede tener
varias explicaciones: son animales enfermos, y los
anticuerpos son producto de la presencia del virus;
son terneras normales con anticuerpos precalostrales;
son terneras con anticuerpos vacunales, que
pasan por el calostro y permanecen durante 60-80
dias, aproximadamente Por otra parte, se puede
asegurar que ninguno de los seis animales positivos
es persistentemente infectado, debido a que este
tipo de animales no tiene anticuerpos, por lo cual
son seronegativos, y si se quisiera investigar en la
explotacién cudles son estos, tendria que hacerse
una prueba de Elisa indirecta o por PCR (6, 16, 17).

Por otra parte, los resultados aqui encontrados
coinciden con otro trabajo cuyos autores
encontraron diferencias claramente significativas
entre la prevalencia de la DVB, laraza, la edad, la

épocadel anoy el tipo de produccién (18). Contrario
a esto, en un trabajo realizado en Loja (Ecuador)
encontraron que la edad de mayor presentacion era
de 1 a 4 anos, y que hasta los 6 meses podian ser
positivos por anticuerpos maternos, con similares
resultados (19). Asi mismo, otros reportan que la
seropositividad de DVB aumenta con la edad; sin
embargo, en neonatos se encuentra alta prevalencia,
posiblemente por la presencia de anticuerpos
calostrales, y la mayor prevalencia es encontrada
en animales de tres y cuatro partos (20, 21).

Respecto a la influencia del VDVB sobre el
desempeno reproductivo y la repeticion de celo, la
prueba estadistica (p=0.6785; p=0.05), mediante
la prueba de Fisher, indicé que la presencia del
virus no influyd sobre la repeticion de calores
en los animales de este estudio. Contrario a los
resultados encontrados en esta investigacion, en
2009 encontraron que el 31.3% de los animales
muestreados fueron vacas repetidoras (21). El virus
de la diarrea viral bovina es uno de los agentes
infecciosos incluidos dentro de aquellos que
producen infertilidad, debido a que se reporta
muerte embrionaria, manifestada por repeticion
de celo (20); sin embargo, en este estudio dicho
efecto no fue evidente en los animales positivos.

Analizando los resultados de la influencia de la
DVB sobre la presentacién de abortos (p=0.4772;
p=0.05), se encontr6 que bajo las condiciones
planteadas en este estudio la presencia de abortos
no parece estar relacionada con esta enfermedad.
Como se dijo anteriormente, el virus de la
diarrea viral bovina tiene efectos reproductivos
caracterizados  por  aborto, momificacion,
malformaciones congénitas y muerte perinatal
(18), sin embargo, en este estudio no se encontrd
relacion directa entre la presencia del virus y dichos
efectos. Estos resultados tampoco coincidieron con
otros trabajos, como uno en el que encontraron
que el 11.3% de los fetos abortados eran positivos
a la enfermedad, y otro en el que el 14.5% de los
animales positivos tuvieron aborto (14, 22).

Prevalencia de Neospora caninum. La prevalencia
encontradaen lafincafuede 21,26%, que corresponde
a 84 animales positivos de los 397 muestreados,
siendo mayor en novillas (27/83), seguidas por las
vacas (51/269) y luego las terneras (6/43). Los toros
también resultaron negativos (Figura 2).
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Figura 2. Prevalencia de N. caninum segun grupo etareo

Relacién de Neospora caninum con problemas
reproductivos. De los 21 animales estudiados
para determinar efectos reproductivos, solo uno
ha presentado aumento de los dias abiertos, y de
las 79 negativas, 68 no mostraron aumento de este
parametro reproductivo. Por otra parte, solo una
de las hembras positivas tuvo reporte de aborto, y
de las 79 negativas, 68 no tuvieron reporte de esa
alteracion.

Con relacion a la seroprevalencia, la prueba
indica (p=1.4275E-30; p<0.05; chi*=132.09)
que existe diferencia significativa entre el nimero
de individuos seronegativos (78.84%), que fueron
la mayoria, y los seropositivos (21.16%). La
prevalencia aqui encontrada, aunque similar, fue
superior a la de otros trabajos, en los que fue 3.5%
y 18.1% (23, 24), pero inferior a otros, en los que
fue 28.5% (25). La presencia de este pardsito se
relaciona con errores de manejo en comederos y
bebederos, asi como la introduccién de animales
infectados y la presencia de perros, ya que
finalmente son la principal fuente de transmision y
donde el parasito realiza su fase sexual y posterior
replicacion (10).

En este estudio, la mayoria de individuos
seropositivos a Neospora fueron vacas (60.71%),
seguidas de las novillas (32.14%) y las terneras
(7.14%). Segun el analisis estadistico (p=1.37E-08;
p<0.05; chi?=36.21), se encuentra que hay

diferencia significativa entre la positividad en los
grupos etareos, sin embargo, esta parece deberse a
que en el muestreo hubo mayor nimero de vacas
que en los otros dos grupos. Por lo anterior, se hizo
necesario realizar otra prueba de chi cuadrado,
que indicé que de la poblacién total de animales
positivos al parasito (N=84), hay diferencia
estadistica (p=0.0144; p<0.05; chi?=8.47) en
los tres grupos etareos, siendo las novillas las de
mayor proporcion de seropositivas, seguidas por
el grupo de vacas vy, en tercer lugar, por el de las
terneras.

Los resultados del presente estudio fueron similares
a los de un trabajo realizado en Chile, en donde
se encontré que la mayor proporcién de animales
positivos a Neospora eran novillas, seguidas por
vacas y terneras (26).

Por otra parte, el andlisis de la relacién entre la
presencia del pardsito y la repeticién de calores,
de acuerdo con la prueba de Fisher (p=0.0148;
p <0.05), indicd que la presencia de N. caninum
no esta relacionada con dicha alteracion. Sin
embargo, lo reportado por la literatura es que este
pardsito induce muerte embrionaria que conduce
a la repeticion de celo (20), mientras que en otro
estudio el 9.75% de los animales positivos al
parasito fueron vacas repetidoras de celo (11).
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Conrelacionalosabortos, lapruebadeFisher indico
que la presencia de Nedspora es independiente de
la presencia de aborto (p=0.9931). De manera
similar a la repeticion de estro, se reporta que
el pardsito produce aborto y momificacion fetal
(2, 27, 28, 29); sin embargo, en este trabajo no
se encontré relacién con significancia estadistica
entre la enfermedad y el problema reproductivo.
Igualmente, este resultado no coincidiéo con
Fernandez et al. (14), en cuyo estudio de 115
fluidos de cavidades fetales, analizados mediante
inmunofluoresencia indirecta, encontraron 15.6%
de positividad al N. caninum. En otro trabajo, con
resultado similar, se encontré que de los animales
muestreados y positivos al parasito, el 10.76%
presentaron abortos (11).

Otro de los objetivos del presente trabajo fue
determinar si la presencia de una enfermedad
predispone a la presencia de la otra, por lo cual
se compar6 el nimero de individuos seronegativo
para ambos (280 individuos), seropositivos para
Neodspora (76 individuos), seropositivos para
DVB (33 individuos) y seropositivos para ambos
(8 individuos), y se encontré que la presencia del
virus de la DVB no tiene relacién directa con la
presencia de N. Caninum, por lo que para este
estudio no existe relacion directa entre la presencia
de las enfermedades. Este resultado coincide con
un trabajo en el que evaluaron la prevalencia de
varias enfermedades en un hato, y a pesar de no
encontrar seropositividad a DVB, se encontré N.
caninum (5).

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo
y bajo las condiciones planteadas, se puede
afirmar que en el lugar de estudio hay mayor
seropositividad a Nedsporaquea DVB, y esta Giltima
se encontré en mayor proporcién en el grupo de
terneras, y en vacas adultas la mayor prevalencia
fue de Nebdspora. Otro hallazgo importante fue
que no hubo relacion entre la presentacién de
una y otra enfermedad y que ninguna de las dos
influyé en el desempeno reproductivo de los
animales del estudio. Buscando confirmar los
resultados se puede sugerir un segundo muestreo
en todos los animales utilizando como técnica una
prueba de ELISA dirigida a la proteina P80 (Ns2-3).
Igualmente, para el control futuro de la DVB se

sugiere identificar los animales persistentemente
infectados, a partir de lo cual se puede disenar un
protocolo de erradicacion.
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